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【緒青】
皮肺組織が損伽を受けると様々な細胞と細胞外地GJ[やサイ トカイン･成長閃子等の多数の要素
が機鰍 こ鮒み合ってITか嘘するが,いまだそのメカニズムは不明な点が多い｡CCNファミリー 逝伝
子は,様々な細胞に刈･し,舶‖胞増軌 lM"胞避止,細胞CE,anJ胞外基質合成など含む多様な機経を
有し,仙柵の別 三や恒･i;I.･他維持,hJ働胎齢 こおいて重Igな役制を果たしていることが知られてい
る｡実際,CCNT/Cyr61は皮勝山舶 紬帖捌 口胞のセネッセンスを誘削 ~ることで線維化を抑tIyJする
こと.CCN2ノCTGFは線維化を促進することが報告されている｡一方,CCN4/Wnt･Induced
secl･eted.Protein(WISP)･1(WISPll)は･WntJBカテニン離路によって潤棉されることが知ら
れ,様々な軌跡 こおいて発現が雌雄されている｡そのWISPllは竹折や心肪槻骸の治癒過掛 こ発
現が増強され,骨非hFL)胞分化や心地銀紙朋 q胞の舶 F.化を正に制御していることが報告されてお
り, WISP･1の皮備州働治癒へのl･A与が容易に抑洲されるが.皮柵創傷治癒過掛 こおける役割は
いまだUT:Iらかではない｡そこで,本研究で払 jDVl'voにおいて,WISP･1が皮牌nJ働治癒に与え
る彫徴をWISP11迫伝子欠損マウス (WISP-1knockout(ILO)マウス)を用いてR)=lらかにする
とともに,,.I,V7･tTOにおいて,皮舶 lJ働胎齢 こおいて重酎 亡脚 Ilを果たしている線維芽細胞に対す
るWISP-1の機能を細胞生物学的,分子生物学的に検討した｡
[方替および結果】
1.皮膚創傷治癒過程におけるCCNファミリー遺伝子の発現解析
LlfJ働給油過掛 こおける CCNファミリー 逝伝子の哉現パターンを楓畝するため･マウス朋 披
脚 こ,蔽径6tnmの皮柵食倒欠机を作搬した.1,4Fl1%に組織をI-dJ映し,定TJ拙 RTLPCR法に
て脚 T･した｡その結札 別働治癒過掛 こおいて tV'･sp･)の辿伝I-(･発呪力池 のCCNファミリー 遺伝
子と比.･く･Jgtく.l蛸 されたQ次に,別働肺臓過掛 こおけるWISP･1タンパクJPEの局在を楓洛するた
めに,fpJ伽的臆1日Flの組織を用い,WISP･1の免疫机臓炎色を行った｡その結果･欠損境界の
釧伽的那 純_'/;に,WISP･1タンパク質が兜現している像が観察された0
2.創傷治癒過程におけるWISP･1の役割の解明
wISP･11(0ならびにWTのマウス叩恥女)仲に15mmの切り目を入れ,1,4,7,10,12日目の
fjIJJt･胸臆両相の洲鼠 および川棚治癒榔位の)･iJLJl机織からmRNAを回収し･定価性RlLPCR法
にて脚 -(したCその緯果,17u伽的癒抑 pJにおいてKOマウスではWTマウスと比べ･治臆迎延が
生じたOまた,基慣合成の指標の1つである7ype1colagtln,Fl'bmnectjnの辿伝子･発現-Riは･
wTマウスと比べ,KOマウスではイ√意に低下していた｡
■■
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3.マ ウス皮膚魚椎芽細胞に対するWISP･1の機能解析
flJ似治嘘u)_qL:型な役'.ltIを1_iっている鰍8:I:芽細胞に対するWlSP･1の機能を椀討するため,アウ
トグロースITJ.Iを用い,W'1ならびにKOマウスの皮畑から線維井細川白を拭1枚した｡初めに皮購組
織からの線維坪細胞の遊,t･阻雌の.汁洲を行なったOそのhJ.:果,WTマウスと比べ,KOマウスで
は有.Cjr:に皮脚線RTrW･:細胞の1位JE･紙がIlL･下していたQ次に,これらのlMIlJ出をJrl-1い,lMIJ他遊走に与え
る由博をボイデンチャンバー附 こて.'棚 した｡その緋果,KOマウス由来淋R.作.井紳IbはWTマウ
ス巾束のものと比べ,細胞遊走価は有.Cj'二に低下していた｡
4.hADF且に対するWISP･1の機能解析
ヒトノkJ蹄巾jk.線維D･:aIl胞 (hADF8)を用い,WISP･1が皮購鰍桃井3gJ胞に与えるI;i;,呼を.ltT･:細川こ
棉.対した｡つまり,hADF8に対し,aiRNAシステムを用いWはP･lu)稚現を胡Jl机 またはアデ
ノウイルスベクターをJl'lいWISPllの過剰増税を行い,これらのRITJI也をJ恥 ､kglJ他遊走に与えるHl･2
秒をボイデンチャンバー法にて.71･Ij価 した｡その船R･,WISP･1の満現を抑LIiJけ ることで,hlJlJ他遊
走能は有怨に低下し,WISP･1を過刺発現させることで,遊走佃は有志に伽越した｡
6.WISP11による皮膚線#芽細胞の細胞遁走促進の細胞内シグナル伝達経路の検肘
インテグリンのリガンドの一つがWISP･1であるというこれまでの触'.=Eから.仇インテグリン
抗体ならびにその下純の伝達経路の-つである MEK/F.RKシグナル線路の阻7J.I:jfIJを用い.阻害
実験を行った｡その結見 抗インチグリンcL581抗体ならびにMEKIERKl化し一二Jj:剤を抑処J!lt.するこ
とで,WISP･1の細胞必Jt･に対する機能は有掛こ抑制された.次に,WISP･1によるhADFsの
細胞逝jE･促進を媒介する細胞内シグナル伝達線路を明らかにするため,WISPll州激によって
Mitrogen-ActivatedProteinKin88e(MAPK)のリン酸化が剛 赦されるかどうかをウェスタンブ
ロッティング掛 こて検討した｡その船果,WISP･1刺激18分後にERL(シグナルが防牲化された｡
放後に,ERKシグナルの悟性がインテグリンcL561を介したものであることを柵此するため,抗
インチグリンq581抗体を用いて,阻奮発政を行った｡その結果,WISP･1によって悟性化され
たERlくシグナルは有完別こ抑制された｡
【まとめ】
WJ'ep-1は他の CCNファミリー 迫伝子と比べ皮l野釧倣治癒過程において逝伝子兎現が促進さ
れることが明らかとなった｡そこで,WZSP･1のJRJ滞別働治癒に与える膨轡をWISPl1Ⅹ0マウ
スを用い検討した｡その結果,別働治癒初州においてWtSP･lKOマウスではWTマウスと比べ
治癒遅延が生じた｡風後に,治癒遅延の脚･iIを明らかにするため,皮牌別働治癒において重要な
働きを担っている線維jJl-･帥胞に注目し,皮畑腺緋A･:細Jl'dに対する WISP･1の機能解析を行なっ
た｡その結兇 WISP･1はインテグリンcL681･MEK/ERKシグナル経路を介 し,細胞遊走を正に
制御 していることが明らかとなった｡
学位論文審査結果の要旨
皮個糾織が損傷を受けると様々な細胞,細胞外基節やサイトカイン･成長因子等の多数の要
素が複雑に絡み合って治癒すると考えられているが,いまだそのメカニズムは不明な点が多
い.本研究では,川傷治癒-の関与が報告されているCCN ファミリー 遺伝子に注目した.ま
ず,皮僧州俄治癒における6つのCCN辿伝子の発現パターンを解析した.その結果,ccN4/Wnt
hduccdSecretedProte]'nl1(w∫sp-1)が他のCCNタンパク質と比べ17I.J俄治癒炎症期に強く紡導さ
れていることがわかった.そこで,invL'voにおけるWISP-1の皮舶hJ傷治癒に与える影響を明
らかにするため,Wisp-1迫伝子欠机マウス (WISP-1knoekoutlKO]マウス)を用い皮膚創傷治
癒モデルを作製し検討した.その結果,野生型 (wildtype[WT])マウスと比べて,KOマウス
では,Type1colagenalchain,FibronectinのmRNA発現皿の低下,ならびに創傷治癒初畑に
おいて治癒遅延が生じた.また,それぞれのマウス皮膚から線維芽細胞を採取し,細胞迦軌能･
遊走fJljを検討した.その結果,KOマウス由来皮庸線維芽細胞ではWTマウスのものと比べ,
細胞ni軌能 ･遊走能が有意に低下していた.つまり,WTSP-1は線維芽細胞に作用し,皮庸創
侮治癒を促進している可能性が示唆された.
さらに,Z'nvilroにおいて,皮庸創傷治癒において_TE要な役平･lJを果たしている線維芽細胞に対
するWISP-1の機能を明らかにするため,ヒト成人皮膚由来線維芽細胞 (bADFs)を用い検討
した, sjRNAを用いhADFsのWISP-1発現を抑制した結果,細胞運動能 ･遊走能は有意に抑
制された.一方,ウイルスベクターを用い WqSP-1を強f;･U.発現させると,hADFsの細胞遊走能
は有意に促進された.また,抗インテグリンu581抗体ならびにMEKJERX阻害剤で前処理す
ることで,WISP-1が及ぼすhADFsの細胞運軌能 ･遊走能に対する促進効果は有意に抑制され
た.最後に,シグナル伝達経路を検討した結果,WJSP-1刺激によりhADFsの ERJ(シグナル
が活性化された.しかし,抗インテグリンa5β1抗体で前処BJ!することでWISP-1によって活性
化されたERXシグナルは有意に抑制された.
以上より,皮膚創傷治癒過程において高発現したWISP-1が線維芽細胞に作用し,細胞遊走
を正に制御することで創傷治癒を促進する可能性が示唆された.また,wisp-1による細胞遊
走促進効果は,インテグリン cL5β1-MEJUERK シグナル経路を介していることが明らかとなっ
た.
今回の研究ではWISP-1の皮膚創傷治癒過程における役割およびそのメカニズムの一部が明
らかとなった.この機序の解明が進めば,創傷治癒を促す創薬だけではなく,手術痕や裂傷な
どによる審美領域の皮膚癌痕形成をコントロールすることのできる創薬の開発につながると
考える.
よって,審査委員会は本論文に博士 (歯学)の学位論文としての価値を認める.
